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Introducao |

A capacidade de fixar nitrogénio relacionada com o
metabolismo oxidativo e producéo de acido glicbnico
a partir de glicose esta sendo avaliada em diferentes
mutantes de Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS. A Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) € um
processo importante para a conversdo do N2 em
NH4+, realizado por algumas bactérias. A atividade
especifica da nitrogenase em cultivos de bactérias
normalmente é feita a partir da associagao entre as
técnicas de reducéo de acetileno e a quantificacédo
de proteinas totais.

A técnica de reducao de acetileno se baseia no uso
de cromatografia gasosa para a deteccdo de gas
etileno produzido quando bactérias cultivadas em
meio semi-sdlido sem adi¢éo de fonte de N, ou em
condicdo de FBN, sdo incubadas na presenca de
acetileno. Ja a quantificacdo de proteinas totais €
importante para o calculo da atividade especifica
entre diferentes mutantes ou condi¢des de cultivo.
Para a determinacdo da quantidade de proteinas
totais dois métodos colorimétricos foram utilizados
devido a interferéncias relacionadas as condicdes
de cultivo utilizadas.

Resultados e Discussao |

O método de Lowry se baseia na reacdo do cobre
com a proteina em meio alcalino, e posterior
reducdo do reagente de Folin produzindo composto
detectado com a absorvancia maxima em 750nm.
Este método ndo permitiu a quantificacdo de
proteinas em culturas de G. diazotrophicus em meio
semi-solido. As culturas foram realizadas em meio
LGI-P semi-solido contendo 50 g de glicose.L'l.
ApOs incubacdo a 30°C durante 7 dias, estas
culturas foram tratadas com 1 volume de NaOH 1N
e aquecidas em banho-maria a 65°C para fusdo do
agar e lise alcalina das células (V). Apds este
tratamento, aliquotas de 100 uL foram utilizadas
para quantificacdo de proteinas. Concomitante com
as amostras também foi realizado uma curva de
calibracdo utilizando diferentes concentracdes de
BSA em presenca do meio de cultivo e NaOH. Com
base nos resultados obtidos foi observado que a
presenca do meio e NaOH interferiram na dosagem
de proteinas em relacdo a curva padrao na auséncia
do meio contendo aclcar de carater redutor.
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O método de Bradford permitiu quantificar proteinas
em culturas com 7 dias de incubacdo, sendo
possivel estabelecer a atividade especifica da
nitrogenase da estirpe selvagem e dos mutantes
nestas condicdes. (Figura 1).
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Figura 1 — Atividade especifica da nitrogenase em
cultivos de semi-sélidos de G. diazotrophicus
(mutantes e selvagens) apds 7 dias do inicio do
cultivo.

No entanto, durante a realizacdo da curva de
crescimento com coletas entre 0 5° e 0 6° dia de
incubacédo foi observado coloracdo marrom intensa
apos tratamento da cultura com NaOH.

Para identificar qual(ais) fatores presentes na cultura
interferiram na dosagem de proteinas, diferentes
concentrac8es de glicose ou acido glicdnico e Fe+3
estéo sendo testados durante a preparacdo de curva
de calibracéo.

Conclusoes |

- Metabdlitos produzidos durante o crescimento de
G. diazotrophicus interferem na dosagem de
proteinas por métodos colorimétricos em cultivos
semi-solidos em presenca de glicose.
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